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Abstract 
Objective: To investigate PTEN gene expression and the Akt phosphorylation of protein expression in the LPS-induced lung 
fibroblast, to initially reveal the relation between PTEN gene and the Akt phosphorylated proteins to LPS-induced lung fibroblast 
proliferation mechanism. Methods: BrdU experiments was performed to evaluate the LPS-induced lung fibroblast proliferation,  
RT-PCR and Western Blot analysis were used to analyze the PTEN gene expression and Western blot was performed to analyze Akt 
phosphorylated protein expression. Results: PTEN mRNA level of the experimental group were significantly lower than the control 
group (P<0.05) with LPS simulation for 24h and 72h , and there were no significant difference between the experimental group and 
control group the experimental group and control group (P>0.05) . PTEN protein expression levels of the experimental group were 
significantly lower than the control group (P<0.05) , at 72h, and PTEN mRNA levels had no significant differences between these of 
the experimental and control group at 6h,12h and 24h(p>0.05). Phosphorylation Akt protein level (relative to total Akt protein) was 
significantly higer than the control group (P<0.05) at 24h and 72h, and phosphorylation Akt protein levels had no significant 
differences between these of the experimental and control group at 6h and 12h (P>0.05) .Conclusion: PTEN gene and 
phosphorylation Akt protein involve in LPS-induced lung fibroblast proliferation signal transduction pathway. 
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【摘要】目的  探讨 LPS 诱导肺成纤维细胞 PTEN 基因表达和 Akt 磷酸化蛋白表达，初步揭示 LPS 诱导的肺成纤维细胞增
殖机制中PTEN基因和Akt磷酸化蛋白的变化情况。方法  通过BrdU实验评价LPS诱导肺成纤维细胞增殖情况，通过RT-PCR
和 Western Blot 分析 LPS 诱导 LPS 诱导肺成纤维细胞增殖后细胞内 PTEN mRNA 水平和蛋白表达情况，通过 Western Blot
分析 LPS 诱导肺成纤维细胞增殖后细胞 Akt 磷酸化蛋白表达情况。结果  在 6h、12h 时实验组和对照组 PTEN mRNA 转录
水平差异无显著性（P>0.05），24h 和 72h 时实验组 PTEN mRNA 转录水平显著低于对照组（P<0.05）。在 6h、12h 和 24h
时实验组和对照组 PTEN mRNA 转录水平差异无显著性（P>0.05），在 72h 时实验组 PTEN 蛋白表达水平显著低于对照组
（P<0.05）。在 6h、12h 时实验组和对照组 Akt 磷酸化蛋白（相对总 Akt 蛋白）差异无显著性（P>0.05），在 24h 和 72h 实
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验组 Akt 磷酸化蛋白（相对总 Akt 蛋白）显著低于对照组（P<0.05）。结论  PTEN 基因和 Akt 磷酸化蛋白参与了 LPS 诱导
的肺成纤维细胞增殖信号转导途径。 
【关键词】】肺成纤维细胞；脂多糖；细胞增殖；蛋白激酶 B 
各种原因引起的急性肺损伤（acute lung injury，ALI）可以发展为急性呼吸窘迫综合征（acute resPiratory 
distress syndrome，ARDS），引起弥漫性肺间质及肺泡内纤维化[1-3]，导致呼吸衰竭[4]。革兰阴性杆菌内毒
素的成分脂多糖（LPS）是急性肺损伤的重要致病因素之一，大量的研究表明，LPS 可引起肺成纤维细胞
（LF）活化和增殖导致肺纤维化。有关 PTEN 基因和 Akt 磷酸化蛋白在细胞增殖中表达情况的研究有很多，
尤其是肿瘤细胞增殖中 PTEN被认为是调控肿瘤细胞中的关键基因。本文探讨LPS诱导肺成纤维细胞 PTEN
基因表达和 Akt 磷酸化蛋白表达，初步揭示 LPS 诱导的肺成纤维细胞增殖机制中 PTEN 基因和 Akt 磷酸化
蛋白的变化情况。 
1 材料与方法 
1.1 肺成纤维细胞原代培养  小鼠肺成纤维细胞来源于 8 周的 C57/BL6 小鼠[5,6]，小鼠处死后，肺组织
分离，用 PBS 缓冲液漂洗后，剪切成 1mm3 大小组织团。取 3ml PBS（含有 0.6g 肺组织），向组织中加入
3ml0.25%胰酶，37℃消化 40min，消化过程中轻微震荡。静置后洗去上清，加入 10％小牛血清 DEME 培养
基，用吸管反复吹打使细胞分散，用细胞培养液稀释细胞浓度至 1×106/ml。吸入细胞培养瓶中，培养条件
为 5％CO2，37℃培养 3 天。传代进行下列实验，最后吸入 96 孔板中，进行分组。 
1.2 实验设计  随机分为实验组和对照组，每组设有 3 个复孔，每个培养瓶内细胞浓度均为 1×106/ml。实
验组加入 LPS（Sigma，USA）至终浓度 1μg/ml，培养 72h。对照组加入与 LPS 相同体积的 PBS，培养 72h。
72h 后收集细胞，进行下列的 BrdU 实验、RT-PCR 和 Western Blot 实验。 
1.3 BrdU 实验  分别在 6h、12h、24h 和 72h 时间点向 96 孔中加入 BrdU 储存液（5mg/ml）至 30μg/ml，
常温孵育 4h，胰酶消化后 PBS 洗脱，400×g 离心 5min 后收集细胞，用 70%乙醇过夜重悬固定，将第一天
的标本离心去上清，并用洗涤缓冲液（PBS + 0.5% IFS）洗涤。离心去上清，以 0.5 ml 2M HCl + 0.5% IFS
（需新鲜配制！），室温孵育 20min。加入 1ml洗涤缓冲液洗涤细胞。离心去上清，以 0.1M的四硼酸钠（Na2B4O7）
重悬细胞，室温孵育 2min。用 1ml 洗涤缓冲液洗涤细胞 2 次。用 50μl 洗涤缓冲液重悬细胞，加入 anti-BrdU
抗体，4℃孵育 20min。加入 1.5ml 洗涤缓冲液洗一次。用 50μl 洗涤缓冲液重悬细胞，加入用于封闭 Fc 段
的抗体，4℃孵育 20min。加入 1.5ml 洗涤缓冲液洗涤一次。最后仪器在 OD450 进行读数。 
1.4 实时定量 PCR  提取总 RNA 后，使用 Trizol 试剂盒（Invitrogen 公司，USA）和使用的 M-MLV 聚合
酶反转录试剂盒（Promega 公司，USA）反转录成 cDNA。序列特异性引物分别为：GAPDH-F：
5'-TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC-3’，GAPD-R：5'-GCTCCTGGAAGATGGTGATGG3'，PTE-F：
5'-CCATAACCCACCACAGC-3'，PTEN-R：5'-AGTCCGTCCCTTTCCAG-3'。95℃变性 15s，45 个循环中参
数设置为 95℃变性 5s，60℃退火 30s，72℃延伸 30s。在 IQ5 PCR 系统（Bio-Rad 公司，USA）进行。ΔΔCt 法
测定实时 PCR 产物的相对量。 
1.5 Western Blot  收集细胞，用裂解液（50mM Tris-HCl，PH7.4，150mM NaCl，1%NP-40，0.5% deoxycholic 
acid，0.1%SDS，5mM EDTA，2mM PMSF，20g/ml aProtinin，20g/ml leuPePtin，10g/ml PePstanin A，150mM 
benzamidine）在冰浴上孵育 15min。离心沉淀细胞碎片，收集上清。用 BCA 法进行蛋白定量后，进行 SDS-聚
丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）。将蛋白转移至 PVDF 膜，密封，用适当抗体孵育，检测 ECL+PlusTM 印迹试
剂盒（Amersham 公司，USA）。一抗：兔抗 P-Akt（4060；CST）；兔抗 PTEN（9188；CST），鼠抗 GAPDH
的（sc-32233；Santa Cruz Biotechnologies，USA），均按照 1:1000 稀释。二抗：羊抗鼠 IgG（SC-2005；Santa 
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达情况。Akt 磷酸化蛋白在细胞增殖中的作用已经被诸多研究者研究。Akt 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，是
磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）/Akt 信号通路的主要成分，磷酸化的 Akt 能促使细胞生长，抑制细胞凋亡，增
加癌变机会。结果表明，细胞增殖中 Akt 磷酸化蛋白水平会增加，因为 PI3K-Akt 信号转导途径会参与该过
程，且磷酸化的 Akt 蛋白会激起 TSC-2[20]、PRAS40[21]、mTORC1[22]、GSK3[23]和 FOXO[24]等蛋白分子，从
而调节细胞周期，促进细胞增殖。已经有研究者揭示了 PI3K-Akt 在 LPS 诱导的成纤维细胞增殖中的作用
机理[5]。本文探讨了不同时期的 Akt 磷酸化蛋白的表达情况，发现在 72h 前的时间段内 Akt 磷酸化蛋白表
达未显著性增加，72h 后 Akt 磷酸化蛋白上调表达。 
PTEN 基因能使磷脂酰肌醇-3,4,5-三磷酸（PIP3）的磷酸脱磷酸形成磷脂酰肌醇-3,4,-二磷酸（PIP2）,
使其丧失信号功能，从而阻断 PI3K/Akt 信号通路，导致细胞增殖的抑制和促进细胞凋亡[5,7]。本研究也证
明：在 72hPTEN 转录水平和蛋白水平都表达下调，而 Akt 磷酸化蛋白在蛋白水平上上调表达。结合以前的
报道，揭示 LPS 诱导肺成纤维细胞内 PTEN 基因表达受到抑制，同时激活 PI3K/Akt 信号通路，磷酸化的
Akt 上调表达，促进了肺成纤维细胞的增殖。此推论也与 BrdU 实验中 72h 肺成纤维细胞明显增殖相吻合。
因此提出 PTEN 基因和 Akt 磷酸化蛋白可能参与了 LPS 诱导的肺成纤维细胞的作用机制。 
本文探讨了 LPS 在作用 72h 后 PTEN 基因转录和表达水平显著下降，Akt 磷酸化蛋白水平显著增多。
但是还缺乏更充分的证据去证明当 LPS 作用被干扰后细胞内 PTEN 和 Akt 磷酸化蛋白表达情况，以后会采
用 RNA 干扰技术干扰 LPS 的作用受体，探讨干扰后的表达情况。同样获得 PTEN 基因被干扰或 Akt 基因
被干扰后细胞增殖情况的数据信息，也应是下一步研究的重点。 
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